Isotretinoin: pharmacological, pharmacokinetic and analytical profiles by Diniz, Danielle Guimarães Almeida et al.
Revista Brasileira de Ciências Farmacêuticas
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences
vol. 38, n. 4, out./dez., 2002
Isotretinoína: perfis farmacológico, farmacocinético e analítico
Danielle Guimarães Almeida Diniz1, Eliana Martins Lima2*, Nelson Roberto Antoniosi Filho1
1Instituto de Química, Universidade Federal de Goiás, 2Faculdade de Farmácia, Universidade Federal de Goiás
A isotretinoína, quimicamente conhecida como ácido-13-cis-
retinóico, faz parte do amplo grupo de compostos relacionados à
vitamina A. É empregada particularmente no tratamento da acne
cística e nodular e como inibidor da proliferação de células
neoplásicas, por exercer efeito regulador sobre a diferenciação
celular. Os efeitos adversos envolvendo o uso de isotretinoína estão
relacionados à pele e membranas mucosas, sistemas nervoso,
músculo esquelético, linfático, gastrintestinal, cardiorespiratório
e geniturinário. A isotretinoína é um composto termo e fotossensível
e, por assim se apresentar, desperta o interesse pelo estudo de sua
estabilidade, empregando-se para isso várias metodologias
analíticas como a CLAE, CG, análise térmica, espectroscopia de
massa, microcalorimetria, difratometria de raios-X e muitas outras
que devem ser selecionadas de acordo com o interesse do
pesquisador.
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INTRODUÇÃO
O filósofo grego Hipócrates de Cós (460-377 a.c.) e
o explorador escocês David Livingstone (1813–1873) já
relatavam a existência de afecções visuais e epiteliais que
poderiam ser curadas com a administração de fígado bo-
vino cru. Entretanto, os conhecimentos então disponíveis
ainda não permitiam atribuir tais afecções à carência de vi-
tamina A, cuja relação com uma deficiência nutricional só
foi reconhecida definitivamente no século XIX (Marcus,
Coulston, 1996).
Funk, em 1912, sugeriu o termo vitamina para deno-
minar um grupo de fatores essenciais para as atividades fi-
siológicas e que estão presentes nos alimentos. Posterior-
mente, foi evidenciada a existência de mais de um grupo
destes fatores, os quais foram classificados por McCollum
em 1913, em fator lipossolúvel A e fator lipossolúvel B.
A estrutura molecular da vitamina A foi determina-
da em 1931 por Karrer e colaboradores que propuseram o
nome de axeroftol para a mesma, baseado na ação preven-
tiva da vitamina A contra a xeroftalmia, uma afecção ca-
racterizada pelo ressecamento e espessamento da
conjuntiva. Wald (1934) isolou da retina animal uma subs-
tância por ele denominada de retinina. Mortom, em 1944,
afirmou que este composto era um aldeído da vitamina A
e o denominou de retinaldeído ou retinal (Gundersen,
Blomhoff, 2001; IUPAC (http://www.chem.qmw.ac.uk/
iupac/misc/ret.html)).
As recomendações para a nomenclatura das vitami-
nas, incluindo retinol, retinal e ácido retinóico, foram
publicadas pela União Internacional de Química Pura e
Aplicada (IUPAC) em 1960 e posteriormente revisadas
em 1965 (IUPAC-IUB,1966; IUPAC-IUB,1983).
O conhecimento da estrutura molecular da vitamina
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A foi o marco inicial para a procura por derivados quími-
cos e sintéticos com atividade biológica do retinol. Sporn
e colaboradores introduziram o termo retinóide em 1976
para abranger todos os análogos estruturais naturais, bem
como os sintéticos da vitamina A (Figura 1) (Sporn, et al.
1976).
FIGURA 1 - Estrutura molecular de retinóides.
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De acordo com a definição da IUPAC e da União
Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUB),
retinóides é o termo empregado para designar uma classe
de compostos cuja estrutura química consiste em quatro
grupos isoprenóides unidos de modo cabeça-cauda. O
esqueleto dos retinóides naturais é constituído por um anel
não aromático de seis átomos de carbono com uma cadeia
lateral poliprenóide que é, com poucas exceções, termina-
da com um grupo funcional constituído de carbono e oxi-
gênio. O metabolismo e o catabolismo dos retinóides pro-
vocam o rearranjo destas três partes estruturais do esque-
leto dos retinóides justificando a existência de vários aná-
logos com efeitos biológicos potencialmente diversos
(IUPAC-IUB, 1983; Gundersen, Blomhoff, 2001).
Sporn e Roberts sugeriram, em 1985, que os
retinóides fossem definidos como uma classe de substân-
cias que pode iniciar uma resposta biológica pela ligação
e ativação de um receptor específico ou um conjunto de
receptores. Entretanto, o mecanismo de ação destes com-
postos permaneceu desconhecido até 1987, quando foram
descobertos receptores nucleares para o ácido retinóico
(Giguere et al., 1987; Petkovich et al., 1987; Brand et al.,
1988; Umesono et al., 1988; Mangelsdorf et al., 1990;
Mangelsdorf et al., 1991; Levin et al., 1992). Os recepto-
res para o ácido retinóico, identificados como membros de
uma superfamília de receptores intranucleares, atuam
como fatores de transcrição ligante-dependentes, sendo
ativados pelos isômeros e metabólitos do ácido retinóico.
Estes receptores foram classificados em RARα,β,γ e
RXRα,β,γ com base em diferenças entre os aminoácidos
que compõem sua estrutura, resposta frente aos diferentes
retinóides e habilidade em modular a expressão de genes
específicos (Mangelsdorf et al., 1990; Manglesdorf et al.,
1991; Heyman et al., 1992; Boehm et al., 1994).
O ácido todo-trans-retinóico liga-se com afinidade
semelhante aos três tipos de receptores RAR (Heyman et
al., 1992; Levin et al., 1992; Chandraratna, 1996). Por
outro lado, o ácido 9-cis-retinóico apresenta elevada afi-
nidade para ligação a ambos os grupos de receptores RAR
e RXR. Entretanto, ainda não se pode afirmar que o ácido
9-cis-retinóico seja o ligante fisiológico para RXR
(Kitareewan et al., 1996; Napoli, 1999), uma vez que ou-
tros metabólitos do retinol também agem como ligantes
que ativam fatores de transcrição nesta família de recep-
tores e ainda, os ácidos todo-trans-retinóico,9-cis-
retinóico e 13-cis-retinóico são isômeros geométricos,
podendo sofrer interconversão in vivo (Chandraratna,
1996; Klaassen et al., 1999).
Os retinóides estão envolvidos na proliferação e
diferenciação de vários tipos celulares durante o desenvol-
vimento fetal e também ao longo da vida, como resultado
da ativação do complexo retinóide-receptor (Sporn,
Roberts, 1985). Por outro lado, a ativação deste comple-
xo pode bloquear a ação de outros fatores de transcrição
como o AP1, cuja expressão mostra-se exacerbada em
várias condições hiperproliferativas e inflamatórias
(Nagpal et al., 1995; Chandraratna, 1996).
Como resultado dos mecanismos de ação genômica
e não genômica dos retinóides, seus diferentes efeitos bi-
ológicos são dependentes da expressão dos receptores
específicos, do tipo e concentração dos compostos
retinóides presentes na célula, da expressão das proteínas
de ligação e das enzimas responsáveis pelo metabolismo
dos retinóides in vivo e in vitro (Klaassen et al., 1999;
Napoli, 1999).
Considerando a evolução histórica de cada compos-
to retinóide, Allen e Bloxham sugeriram em 1989 a clas-
sificação dos retinóides em três grupos ou gerações. A
primeira geração de compostos compreende o retinol (vi-
tamina A) e os compostos derivados de seu metabolismo,
como a tretinoína (ácido todo-trans-retinóico) e a
isotretinoína (ácido 13-cis-retinóico). A segunda geração
compreende os análogos sintéticos da vitamina A com
uma parte da molécula modificada para produzir compos-
tos que apresentam somente parte do perfil farmacológico
da vitamina A. Os principais representantes desta geração
são o etretinato e a acitretina. Na terceira geração de com-
postos a molécula base da vitamina A é extensamente
modificada com a perspectiva de selecionar uma ativida-
de biológica específica da vitamina A, produzindo um
fármaco com atividade biológica seletiva e com efeitos
adversos mínimos. Os retinóides da terceira geração são
altamente potentes e possuem dois anéis aromáticos que
restringem a flexibilidade da cadeia lateral. Esta classe de
retinóides tem sido denominada de arotenóides (Allen,
Bloxham, 1989; Marcus, Coulston, 1996; Marcus,
Coulston, 2001) (Figura 2).
Entre os retinóides naturais e sintéticos avaliados
para uso em humanos, somente a isotretinoína é capaz de
promover significativa remissão da acne (Farrel et al.,
1980; Saurat, 1997). O ácido todo-trans-retinóico também
apresenta a capacidade de inibir a secreção sebácea e,
embora seu uso via oral no tratamento da acne tenha de-
monstrado menor eficiência do que o tratamento com uso
oral do ácido 13-cis-retinóico, seu emprego no tratamen-
to tópico da acne é bastante difundido (Hommel et
al.,1996; Saurat, 1997).
Apesar de possuir vários dos efeitos farmacológicos
da vitamina A, a aplicação terapêutica do ácido todo-
trans-retinóico via oral é bastante limitada também devi-
do aos intensos efeitos colaterais de hipervitaminose, os
quais ocorrem mesmo em concentrações terapêuticas. O
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uso oral de tretinoína é restrito a casos de leucemia
promielocítica aguda (APL) em pacientes refratários ou
intolerantes aos regimes citotóxicos de quimioterapia e
apenas como fármaco de segunda escolha (Warrel et al.,
1991; FDA 2002 (www.fda.gov/cder)). Entretanto, este
tratamento requer acompanhamento e suporte médico in-
tensivo, já que, além dos efeitos adversos comuns aos
retinóides, cerca de 25% dos pacientes em uso de
tretinoína desenvolvem a chamada síndrome do ácido
retinóico–APL (RA–APL), caracterizada por febre,
dispnéia, aumento de peso e presença de infiltrado pulmo-
nar. Esta síndrome ocorre geralmente no primeiro mês de
tratamento, sendo fatal em vários casos (Warrel et al.,
1991; Roche, 2002 (www. rocheusa.com)).
Por este motivo, a isotretinoína é considerada o úni-
co retinóide natural (composto da primeira geração de
retinóides) que apresenta aplicação clínica através de te-
rapia sistêmica para tratamento de acne (Allen, Bloxham,
1989; Hommel et al., 1996; Saurat, 1997). A isotretinoína
demonstra grande eficiência terapêutica relacionada à
indução e controle da diferenciação epitelial, nos tecidos
secretores de muco ou queratinizantes, à produção de
prostaglandinas E2, de colágeno, de precursores da
queratina, como os tonofilamentos e tonofibrilas, e ao
controle da proliferação de Propionibacterium acne. Uma
vez que o desenvolvimento das glândulas sebáceas e a
exacerbação de sua atividade secretora são fatores essen-
ciais para a ocorrência de lesão inflamatória associada à
acne, o bloqueio na produção de sebo provocado pela
isotretinoína constitui fator determinante de sua atividade
farmacológica no tratamento desta afecção (Allen,
Bloxham, 1989; Fonseca, Prista, 1993; Saurat, 1997;
AHFS-Drug information, 1998; OMS, 1999; Drugdex,
2001).
USOS TERAPÊUTICOS
A isotretinoína é empregada, com particular interes-
se, no tratamento da acne cística e nodular (Saurat, 1997)
e em outros tipos de afecções cutâneas (como por exem-
plo, pitiríase rubra, queratose e lúpus eritematoso), de
forma experimental (Marcus, Coulston, 1996; White,
1999; Drugdex, 2001). A acne é uma enfermidade infla-
matória dos folículos pilossebáceos da face, das costas e
tórax cuja expressão clínica é dependente de vários fato-
res. Habitualmente aparece na puberdade, quando a
estimulação androgênica promove a hiperprodução de
sebo, com hiperqueratinização folicular, colonização por
bactérias gram-positivas (Propionibacterium acne) e in-
flamação local. As bactérias Propionibacterium acne pro-
vocam uma resposta inflamatória através da síntese de
substâncias extracelulares, como lipases, proteases,
hialuronidases e fatores quimiotáticos (Tolman, 1992;
OMS, 1999). Do ponto de vista clínico, a intensidade da
acne varia desde as formas mais leves, em que existem
poucos comedões (cistos pilossebáceos dilatados que con-
têm sebo, epitélio queratinizado, bactérias e leveduras
saprófitas), às formas graves e desfigurantes que formam
FIGURA 2 - Comparação entre a estrutura do ácido 13-cis-retinóico e de compostos sintéticos do ácido retinóico.
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nódulos e fístulas com intensa reação inflamatória. A ci-
catrização ocorre seguida da formação de quelóides, so-
bretudo em pacientes da raça negra (Bulengo-Ransby et al.
1993; OMS, 1999).
Considerando que as cicatrizes da acne nodular gra-
ve constituem um importante problema de aceitação soci-
al, a enfermidade deve sempre ser tratada em sua fase ini-
cial. O tratamento farmacológico é dirigido para inibir a
secreção de sebo, a queratinização folicular e a inflama-
ção. Em casos moderados, são utilizados com freqüência
antibióticos orais, estrogênios e antiandrogênios e
retinóides, sendo estes últimos, reservados aos casos gra-
ves e resistentes (OMS, 1999; White, 1999).
O uso oral de 0,6 a 0,75 mg/kg/dia de isotretinoína
por 16 a 35 semanas produz excelente resposta em 90,4%
dos pacientes com acne vulgar. Estes resultados foram
comprovados por Al-Kahawajan em 1996, em um grupo
de pacientes dos quais 56% apresentavam acne moderada
resistente à terapia convencional e 14% apresentavam
acne cística nodular, sendo que em ambos os casos houve
completa remissão da doença.
Em razão de sua atividade sobre a proliferação e
diferenciação celular, os retinóides têm demonstrado efi-
cácia na terapia antineoplásica de lesões pré-malígnas da
mucosa oral, e a isotretinoína é eficaz na prevenção da
ocorrência de tumores secundários no trato digestivo e
respiratório superior em pacientes com carcinoma de cé-
lulas escamosas na cabeça e pescoço. Além disso, a
isotretinoína também apresenta efeito inibidor da
carcinogênese em modelos experimentais com animais de
laboratório e em culturas de células, inibindo também a
proliferação de várias linhagens de células neoplásicas,
como por exemplo, células de leucemia mielóide,
melanoma, adenocarcinoma mamário e leucemia
linfocítica (Sporn et al.,1976; Harisiadis et al. ,1978;
Lotan, 1980; Lotan et al.,1980; Breitman et al.,1981).
Comprovando esta atividade dos retinóides,
Breitman e colaboradores demonstraram, em 1981, que
em cultura de células de leucemia promielocítica humana,
o ácido retinóico em concentração de1 mmol foi capaz de
promover a diferenciação celular em níveis próximos a
100%. Ainda segundo estes autores, a isotretinoína e o
ácido todo-trans-retinóico (tretinoína) exercem atividade
semelhante. Warrel et al. (1991) propuseram a dose oral de
45 mg/kg/dia de tretinoína como sendo capaz de promo-
ver a indução da diferenciação celular na leucemia
promielocítica aguda.
O perfil farmacocinético da isotretinoína é análogo
ao da vitamina A. Após administração oral, o pico de con-
centração plasmática da isotretinoína é atingido em cerca
de 2 a 4 horas. Aproximadamente 20% da isotretinoína são
absorvidos quando administrada com estômago vazio,
aumentando para 40% quando em presença de alimento
(Nankervis, 1995; White, 1999; Marcus, Coulston, 2001).
Isotretinoína e tretinoína são interconvertidas in vivo, e
cerca de 20% a 30% da dose de isotretinoína são aparen-
temente metabolizados nesta rota. O principal metabólito
da isotretinoína é a 4-oxo-isotretinoína que é excretada
pela bile após ser conjugada com o ácido glicurônico,
possuindo meia-vida média de eliminação de 25 horas.
Com a administração repetida, a concentração de equilí-
brio é estabelecida em 5 a 7 dias (Brazzell, Colburn, 1982;
AHFS- Drug information, 1998; Marcus, Coulston, 2001).
Estudos farmacocinéticos realizados em animais
recebendo doses orais de isotretinoína marcada indicam
que esta substância lipofílica possui distribuição tissular
de 15 minutos com máximo de 1 hora e declínio até níveis
não detectáveis em um período de 24 horas em muitos
tecidos, tais como o hepático, renal, ovariano, adrenal e
glândulas lacrimais (Allen, Bloxham, 1989; AHFS-Drug
information, 1998; Drugdex, 2001). A isotretinoína é
excretada pela via urinária, sendo possível detectar na
urina a presença de quantidades baixas de isotretinoína
não conjugada. Entretanto, a excreção de cerca de 53 a
74% da isotretinoína administrada ocorre nas fezes, como
resultado de uma absorção incompleta, eliminação biliar
ou recirculação enteroepática (Allen, Bloxham, 1989).
O principal uso terapêutico da isotretinoína é ainda
no tratamento de acne grave e resistente às terapias con-
vencionais. Com este objetivo, a dosagem terapêutica
varia de 0,5 a 2 mg/kg/dia por 16 a 24 semanas (Allen,
Bloxham, 1989; Martindale, 1996; White, 1999; Drugdex,
2001).
EFEITOS ADVERSOS
A maioria dos efeitos adversos envolvendo o uso de
retinóides, inclusive a isotretinoína, está relacionada à pele
e membranas mucosas, sistema nervoso, músculo-
esquelético, hematopoiético e linfático, gastrintestinal,
cardiorespiratório e geniturinário. Por ser altamente
teratogênica, quando administrada no primeiro trimestre
de gestação, a isotretinoína pode ocasionar abortos espon-
tâneos ou má formação do feto, sendo estes efeitos tam-
bém observados quando a gestação ocorre dentro de qua-
tro meses após o término do tratamento (Bigby, Stern,
1988; Lebowitz, Berson, 1988; White, 1999).
As reações adversas envolvendo o sistema nervoso
central apresentam-se na forma de cefaléias severas,
pseudotumor cerebral (papiloedema e/ou aumento da
pressão do fluido cerebroespinhal), depressão, diminuição
da libido, impotência, insônia e, em alguns casos, foi re-
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latada reação semelhante à provocada pelo dissulfiram
após a ingestão de etanol (Bigby, Stern, 1988; Lebowitz,
Berson, 1988; Martindale, 1996; Drugdex, 2001).
Várias reações adversas envolvendo a pele e mem-
branas mucosas puderam ser comprovadamente atribuídas
à isotretinoína, como urticária e eritema multiforme. Ou-
tras reações como hiperpigmentação, distrofia ungueal e
reações vasculares também foram observadas com o uso
de isotretinoína (Bigby, Stern, 1988; AHFS-Drug infor-
mation, 1998; Drugdex, 2001).
Efeitos adversos relacionados aos sistemas
hematopoiético e linfático incluem leucopenia, aumento
da taxa de sedimentação dos eritrócitos, diminuição da
concentração da hemoglobina e ainda agranulocitose e
episódios de sangramento, principalmente em pacientes
com hemofilia A (Bigby, Stern, 1988; Allen, Bloxham,
1989; Drugdex, 2001).
Cerca de 25% dos pacientes em tratamento com
isotretinoína apresentam elevação do nível plasmático de
triglicérides, o que, em alguns casos, pode estar associa-
do ao aparecimento de pancreatite aguda. A isotretinoína
pode provocar ainda uma leve queda da concentração
plasmática de HDL colesterol e aumento de LDL e VLDL
colesterol. As alterações nos níveis séricos de triglicérides
e colesterol são reversíveis com a interrupção do tratamen-
to. Reações adversas menos freqüentes incluem naúseas,
vômitos, sangramentos gastrintestinais, anorexia, perda de
peso e colite ulcerativa (Bigby, Stern, 1988; McCarter,
Chen, 1992; Barth et al., 1993; Drugdex, 2001).
Entre os efeitos oculares freqüentemente observados,
encontram-se conjuntivite, cataratas, distúrbios visuais,
opacidade da córnea e decréscimo da visão noturna, além de
fotossensibilidade (Lebowitz, Berson, 1988). Efeitos adver-
sos envolvendo o sistema geniturinário incluem proteinúria,
hematúria, hiperuremia, uretrite e desordens menstruais,
tais como amenorréia e menorragia (Bigby, Stern, 1988;
AHFS-Drug information, 1998; Drugdex, 2001).
De modo semelhante ao que ocorre com muitos
outros fármacos que apresentam toxicidade elevada, a
encapsulação dos retinóides (inclusive da isotretinoína)
em vesículas lipídicas (lipossomas) foi capaz de promover
a redução de seus efeitos tóxicos e a otimização de seus
efeitos terapêuticos (Parthasarathy, Mehta, 1998).
SÍNTESE QUÍMICA
Apesar de sua grande utilidade terapêutica, a
isotretinoína não é ainda produzida no Brasil, estando os
laboratórios dependentes de importação da matéria-prima.
Quimicamente, a síntese da isotretinoína decorre de
uma reação de condensação de produtos olefínicos. A
condensação pode levar a uma mistura de estereoisômeros
com predominância da forma isomérica 11,13-di-cis, po-
rém, também, com produção de isômeros trans (Boschetti
et al., 1996).
A forma isomérica 13-cis é sinteticamente obtida
por técnicas diferentes que incluem a condensação com
adição de um metal de transição como catalisador, prefe-
rencialmente o paládio, e isomerização regiosseletiva por
substituição na dupla ligação 11-cis, separando-se os
isômeros por cristalização. Outro método empregado na
conversão do produto 11,13-di-cis em 13-cis consiste no
emprego da irradiação de luz natural à temperatura ambi-
ente com presença de foto ativador. Nestas condições
reacionais, o produto desejado surge no reator na forma de
um precipitado (Boschetti et al., 1996).
O Laboratório MAG (Milão, Itália), em 1999, paten-
teou o processo de síntese e separação da isotretinoína sem
o uso de metais de transição em uma das etapas do proces-
so, iniciando com vinil-beta-ionol preparado da ionona e
haleto de vinil magnésio, e obtendo um produto com alta
pureza e estabilidade. O uso de metais de transição como
ródio e paládio para promover isomerização do ácido 11,13-
di-cis retinóico não somente apresenta custo elevado como,
também, dificulta a separação do ácido 13-cis-retinóico
(Laboratorio MAG Pat.MI98A1093). A presença de traços
de sais metálicos e, mais freqüentemente, sais de metais de
transição no ácido 13-cis-retinóico é, não somente, um con-
traste com o critério de pureza requerido, como também, um
fator contribuinte para a instabilidade do produto, eviden-
ciada por Tan e colaboradores, em 1992.
No organismo o ácido retinóico e derivados são for-
mados no interior dos enterócitos e células alvo a partir do
retinol (vitamina A) através de um processo oxidativo
dividido em duas vias. Algumas isoenzimas da álcool
desidrogenase (ADH) possuem a capacidade de oxidar o
retinol (um álcool) em retinal (um aldeído), enquanto
isoenzimas da aldeído desidrogenase (ALDH) e da retinal
desidrogenase (RDH) oxidam o retinal em ácido retinóico
(Duester, 1996; Napoli, 1999).
ESTABILIDADE
O curto prazo de validade apresentado pela
isotretinoína depende, aparentemente, das condições de
temperatura e armazenamento (Singh, Bakshi, 2000).
Estudos sobre a estabilidade da isotretinoína por métodos
de microcalorimetria, espectrometria de massas,
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e
cristalografia revelaram a ocorrência de modificações fí-
sicas e químicas nas características do produto em razão
de exposição ao oxigênio atmosférico, luz, umidade e al-
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tas temperaturas (Tan et al., 1992; Tan et al., 1993;
Berbenni et al., 2001).
Os estudos cristalográficos da estrutura do ácido
retinóico e seus isômeros demonstraram a existência de
diferentes formas geométricas dos cristais entre os com-
postos. Na ausência de oxigênio o produto sofre apenas
mudanças físicas com o decorrer do tempo. A decompo-
sição dos compostos na presença de ar atmosférico resulta
em grande número de produtos, originados principalmente
da interrupção oxidativa do sistema conjugado de dupla
ligação. O estágio de degradação depende da pressão par-
cial de oxigênio, sendo acelerado com a presença de luz e
altas temperaturas, e ocorre sem nenhuma seletividade por
uma dupla ligação em particular. O aparecimento de com-
ponentes amorfos está diretamente relacionado à existên-
cia de um processo oxidativo que muda a estrutura
molecular, induzindo uma perda parcial do empacota-
mento cristalino (Malpezzi et al., 1998).
De acordo com Stam e McGillavry (1963) e Stam
(1972), uma forma tricíclica do ácido retinóico pode ser
obtida pelo aquecimento a 120º C em relação à forma
monocíclica. A forma monocíclica é menos estável e, no
entanto, é obtida à temperatura ambiente (Berbenni et al.,
2001).
Tan e colaboradores (1992) examinaram a estabilida-
de da tretinoína e da isotretinoína por técnicas de
microcalorimetria e CLAE. Já Berbenni e colaboradores
(2001), empregaram técnicas de análise térmica (Calori-
metria Exploratória Diferencial - DSC, Termogravimetria
- TG, Termogravimetria acoplada a Infravermelho com
Transformado de Fourrier - TG/FTIR) e espectroscopia
(FTIR com refletância difusa, UV-visível, espectrometria
de massas e difratometria de raios-X) para a determinação
da estabilidade térmica e a caracterização físico-química da
tretinoína e isotretinoína. Através de exame calorimétrico
diferencial (DSC) foi demonstrado que a isotretinoína funde
a 180 ºC, enquanto a tretinoína funde antes, demonstrando
um pico endotérmico a 150 ºC, podendo apresentar transi-
ção de forma monocíclico-tricíclico.
Para a extração e isolamento dos retinóides são uti-
lizadas principalmente as técnicas de extração em fase
sólida (SPE) e extração por fluido supercrítico (SFE). O
processo de extração da isotretinoína e seus fotoisômeros
é descrito tanto para fluidos biológicos quanto para cre-
mes, géis, cápsulas e micropartículas usando técnicas de
fluido supercritico ou extração em fase sólida (Simmons
et al., 1997; Gatti et al., 2000) . As vantagens da extração
com fluido supercrítico encontram-se no isolamento da
isotretinoína a partir do plasma e de várias formas farma-
cêuticas, sem a exposição da amostra à luz durante a ex-
tração, maior velocidade de separação e ausência de des-
perdício de solventes, em contraste com outras técnicas
clássicas de extração (Simmons et al., 1997).
Apesar de ter sido a técnica de extração mais empre-
gada para a análise de isotretinoína e dos retinóides de
maneira geral, a SPE utilizando como fase sólida materi-
ais de sílica modificada, não é a técnica de extração mais
adequada para esta classe de compostos, já que este tipo
de extração requer o pré-condicionamento do cartucho de
extração, o emprego de grande volume de solvente, mai-
or tempo de extração e, posterior eluição com solventes
polares. No caso de compostos instáveis como os
retinóides, o número de etapas do processo de extração
pode favorecer sua degradação. Entretanto, quando o sis-
tema SPE-CLAE está on-line, o analito é eluido direta-
mente para a coluna, diminuindo parcialmente o número
de etapas do processo (Gundersen et al., 1997). Em casos
de isolamento da isotretinoína de matrizes plasmáticas, a
SPE é uma técnica adicional para a concentração e puri-
ficação do fármaco após a precipitação das proteínas
(Eckhoff, Nau, 1990; Gundersen, Blomhoff, 2001).
ANÁLISE CROMATOGRÁFICA
A cromatografia sempre representou a técnica ana-
lítica preferida para a análise dos retinóides e a CLAE
tornou-se, paulatinamente, o método analítico predomi-
nante para a separação e quantificação dos retinóides, tan-
to em amostras biológicas quanto em formas farmacêuti-
cas. Ao todo, há um vasto número de retinóides naturais
e sintéticos com diferentes polaridades e o desenvolvi-
mento de um método analítico que possa separar todos os
retinóides, em somente uma análise cromatográfica, tem
demonstrado ser uma tarefa muito difícil. Deste modo, as
condições cromatográficas são muitas vezes elaboradas
para cada aplicação analítica pretendida (Gundersen,
Lundanes, Blomhoff, 1997; Gundersen, Blomhoff, 2001).
Várias condições cromatográficas foram testadas
para a determinação simultânea dos compostos retinóides
e separação dos 4-oxo-metabólitos, utilizando diferentes
solventes em diferentes porcentagens, em condições
isocráticas ou em gradiente de eluição, assim como em
fase normal e em fase reversa.
Técnicas de CLAE-EM-EM (cromatografia líquida
de alta eficiência acoplada a detectores de massas) tam-
bém foram empregadas para a quantificação e identifica-
ção dos níveis plasmáticos da isotretinoína. Tal procedi-
mento tem sido eficiente quando os compostos em estudo
apresentam instabilidade térmica ou quando não são vo-
láteis para serem analisados por CG-EM (cromatografia
gasosa acoplada a espectrômetro de massas) (Bempong et
al., 1995; Lehman, Franz, 1996).
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Entretanto, Oyler e colaboradores (1989), Lehman
e Malany (1989) e Eckhoff e Nau (1990) conseguiram
caracterizar a isotretinoína e seus produtos de degradação
empregando CG-EM. Lehman e Malany (1989) e Eckhoff
e Nau (1990) utilizaram tanto técnicas de cromatografia
líquida quanto técnicas de cromatografia gasosa para a
análise de isotretinoína.
Lehman e Malany (1989) empregaram CG-EM para
comprovar os picos de eluição designados para a
isotretinoína e tretinoína por CLAE. Todas as amostras
demonstraram correspondência com os tempos de eluição
obtidos por CG e CLAE. Eckhoff e Nau (1990) investiga-
ram a presença endógena dos ácidos todo-trans e 13-cis-
retinóico e dos ácidos todo-trans-4-oxo-retinóico e 13-cis-
4-oxo-retinóico no plasma humano empregando três sis-
temas analíticos de CLAE e um sistema CG-DSM-MIS
(cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de mas-
sas no modo de monitoramento de íons selecionados). O
primeiro sistema de CLAE foi designado para a análise de
amostras de plasma; o segundo sistema analítico de CLAE
foi utilizado para nova análise cromatográfica dos analítos
coletados no primeiro sistema. O terceiro sistema analítico
de CLAE foi utilizado para a análise cromatográfica dos
derivados metilados do ácido retinóico. A cromatografia
gasosa, neste caso, foi utilizada adicionalmente para com-
paração e identificação dos componentes da amostra com
os compostos de referência.
Utilizando somente a técnica de CLAE acoplada a
um detector ultravioleta e/ou a um detector de fluores-
cência, vários autores como Wyss e Bucheli (1992 e
1997), Lefebvre et al. (1995), Disdier et al. (1996), Tan et
al. (1993), Gatti et al. (2000 e 2001) também identificaram
os retinóides e seus produtos de degradação.
Wyss e Bucheli utilizaram, em 1992, a CLAE com
gradiente e associação de coluna. Em 1997, estes mesmos
autores relacionaram a mudança de coluna com a detecção
em ultravioleta; Disdier e colaboradores utilizaram, em
1996, a CLAE com fase móvel isocrática e com gradien-
te de eluição testando várias composições de fases móveis;
Tan e colaboradores (1993) e Gatti e colaboradores (2000
e 2001), utilizando CLAE com detector ultravioleta, de-
monstraram as curvas de degradação e as características
autocatalíticas de cada isômero.
Wang e Wang, em 2001, desenvolveram um méto-
do de CLAE com detector eletroquímico para quantifi-
cação da isotretinoína, tretinoína e da vitamina A, bem
como do acetato de tocoferol, do retinil acetato e do retinol
em formas farmacêuticas. O processo de eletroautoxi-
dação, aplicado para quantificação e determinação simul-
tânea dos retinóides, demonstrou estar de acordo com os
resultados obtidos por CLAE-UV. A CLAE acoplada a um
detector eletroquímico é um método tanto seletivo quan-
to sensível para monitoramento dos retinóides e pode ser
aplicado a uma variedade de situações clínicas que neces-
sitam de exatidão para pesquisa de retinóides, tanto no
plasma quanto em formas farmacêuticas (Sakhi et al.
1998; Oliveira, Watson, 2001; Wang, Wang, 2001).
A CLAE-EM-EM demonstrou vantagens para ca-
racterização dos retinóides devido à identificação dos
fragmentos de massa do ácido retinóico, naturais e sinté-
ticos. Este método permite avaliar os níveis endógenos de
ácido retinóico e o doseamento do fármaco para estudos
de farmacocinética (Lehman, Franz, 1996).
Devido à fotolabilidade, à sensibilidade ao calor e à
oxidação dos retinóides, sua determinação quantitativa em
formas farmacêuticas é particularmente importante para o
controle de qualidade do produto final e para os ensaios
indicativos de estabilidade (Gatti et al., 2000). Brisaert e
Plaizer-Vercammer (2000) demonstraram que é grande a
fotodegradação da tretinoína em loção, frente a uma lâm-
pada de xenônio, e que este processo também pode origi-
nar diferentes isômeros com diferentes atividades bioló-
gicas. Muitos aditivos como tensoativos, ciclodextrinas e
filtros UV falharam na fotoproteção do medicamento.
Entretanto, além de investigar a cinética de fotode-
gradação da tretinoína em loção, também foi investigada
a extensão da isomerização da tretinoína em isotretinoína.
Percebe-se que dentre todas as técnicas cromatográ-
ficas mencionadas, considerando-se viabilidade de execu-
ção e obtenção de resultados satisfatórios, a CLAE em fase
reversa é o método de escolha para análise dos retinóides,
apresentando melhor desempenho do que a CLAE em fase
normal (Gundersen, Blomhoff, 2001). Esta observação
pode ser evidenciada pela Tabela I, a qual apresenta as vá-
rias técnicas de análises cromatográficas utilizadas para a
detecção e determinação qualitativa e quantitativa dos
retinóides, inclusive da isotretinoína.
CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS
Apesar dos sérios efeitos adversos causados em al-
guns pacientes pelo uso de isotretinoína, este fármaco
continua a ser a principal alternativa para o tratamento de
acne cística severa, por apresentar grande eficácia na re-
missão dos nódulos e fístulas inflamatórias da acne.
No Brasil, o uso de isotretinoína está limitado ao tra-
tamento dermatológico de acne vulgaris. Entretanto, em
outros países, principalmente nos EUA, seu uso estende-
se ao tratamento de lesões neoplásicas como câncer de
células basais, câncer de células escamosas e linfoma de
células T (Wyatt et al., 2001).
De acordo com os resultados obtidos em diversos
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TABELA I - Técnicas de análise cromatográfica empregadas para a detecção e determinação qualitativa e quantitativa
dos retinóides
 Matriz Pré-coluna Fase estacionária Fase móvel (FM) Detector Referência
Plasma PEEK® 20X4,0 mm, Bondapak® C18 FM1a: ácido Ultravioleta Gundersen et al.,
Pelliguard C8 37-53 µm, Supplex tetrafluoracético 0,05%/ (λ = 360 nm) 1997
250 x 4 mm acetonitrila (85:15)
FM1b :100% metanol
FM2:acetonitrila/1-butanol/
metanol/ acetato de amônio
2%/ ácido acético glacial
(69:2: 10:16: 3)
Forma Ausente Phenomenex Acetonitrila/etanol/ácido Fluorescência Gatti et al., 2000
farmacêutica Prodigy® 5 ODS3
® acético glacial 1% (λem = 520 nm,
(250 x 3,2 mm) (68:8: 24) λex = 350 nm)
Forma Ausente Phenomenex Luna® FM1a: metanol/10mM Ultravioleta-diode Gatti et al., 2001
farmacêutica 3 µm C18 (180X4, acetato de amônio (75:25) array (λ = 350 nm)
6 mm). Phenomenex FM1b: metanol/THF (84:16) Fluorescência
Prodigy® 5ODS3 FM2: acetonitrila/etanol/ (λem = 520 nm,
(250 x 3,2 mm) THF (73:25:2) λex = 350 nm)
Plasma Ausente Nova-Pak® C18 FMa:acetonitrila Detector de massas Lehman, Franz,
(3,9 x 150 mm) e FMb:acetato de amônio 1996
Waters 0,1mol/L pH 5 com
C18(3,9 x 75 mm) ácido acético
Plasma Lichrocart® Lichrospher ® SI 60 Hexano/diclorometano/ Ultravioleta Lefebvre et al.,
250 x 4 mm (250 x 4 mm) dioxano contendo 1% de λ = 360 nm 1995
ácido acético (78:18:4)
Solução Presente C18 HypersilODS® Acetonitrila/ acetato de Ultravioleta (λ = 360, Tan et al., 1993
(não especificada) (4,6 mm x 15 cm) amônio 1% (95:5) 280 e 254 nm)
Cápsula de Lichrosorb® RP-18 Lichrospher®100 Acetonitrila/acetato de Ultravioleta-diode Caviglioli et al.,
gelatina dura (5 µm) RP-18 (5 µm) amônio 1% (90:10) array λ = 340 nm 1994
bandwidth
4 nm/referência
λ = 500 nm
bandwidth 80 nm
Plasma Presente Lichrospher® 100 FM1a: acetato de amônio Ultravioleta Wyss; Bucheli,
(não especificada)  RP-18 (5 µm), 10%/H2O/etanol/ácido λ = 230 nm 1997
Superspher 100 acético (1:7:2:0,1);
RP-18 FM1b: acetato de amônio
10%/H2O/etanol/ácido
acético(1:9:0,4:0,2);
FM2a: acetato de amônio
10% /H2O/ácido acético/
acetonitrila (6:30:1:60);
FM2b: acetato de amônio
10% /H2O/ácido acético/
acetonitrila (5:20:20:950);
FM2c:H2O/ácido acético/
acetonitrila (5:5:990);
FM3a: etanol/H2O e
FM3b: etanol
Plasma Ausente Nova Pak®C18 FMa: metanol/acetonitrila/ Ultravioleta Disdier et al.,1996
THF 5% (65:35) λ = 350 nm
FMb: ácido acético
aquoso 2%
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TABELA I - (continuação)
 Matriz Pré-coluna Fase estacionária Fase móvel (FM) Detector Referência
Fármaco Presente Hypersil ®ODS C18 Acetonitrila/acetato de Ultravioleta Tan et al., 1992
(sólido) (não especificada) (4,6 x 15 cm) amônio aquoso 1% (95:5) λ = 280 nm
Fármaco Ausente ZorbaxRx-Sil® Heptano/THF/ácido Ultravioleta Bempong et al.,
(sólido) (25 cm x 4,6 mm) acético (96,5:3,5:0,015) λ = 365 nm 1995
5 µm EI espectro de
massa 77 eV, 200 m/z
Plasma Ausente Inertsil SILICA® FMa: n-hexano/2-propanol/ Ultravioleta Miyagi et al., 2001
100-5 ácido acético glacial λ = 350 nm
(4,6 mm x 25 cm) (1000:4,3:0,675)
FMb: n-hexano/2-propanol/
ácido acético glacial
(1000:17,5:0,675)
Plasma Ausente Coluna C18 5mm Metanol/0,1% etanol e Ultravioleta  Po et al., 1997
(4,6 mm x 25 cm) trietilamina (85:15) λ = 245 nm
da Alltech®
Loção Lichrocart® Lichrospher® 100 FMa: metanol/H2O/ ácido Ultravioleta Brisaert, Plaizier-
(250 x 4 mm) RP-18 5 µm acético (75:12,5:1) λ = 320-350 nm Vercammer, 2000
FMb acetonitrila/H2O/ácido
acético (80:20:1)
Cremes, géis e Ausente Spherisorb ODS® 2 Metanol/acetonitrila/ácido Ultravioleta Simmons et al.,
cápsulas (250 x 4,6 mm) acético glacial 0,05% λ = 360 nm 1997
(42,5:32,5:25)
Plasma Ausente Sistema I: FM1a: 60mM acetato de Ultravioleta Eckhoff; Nau, 1990
Spherisorb® ODSII amônio(pH 5,75) ácido λ = 340 nm
3 mm (120 x 4 mm) acético/metanol(1:1)
Sistema II: FM2b: metanol puro
Nucleosil 5® C18 FM3a: 10mM TBAHS/20
(120 x 4 mm) mM HEPES® (pH 7)/
Sistema III: metanol (3,5:6,5) ou
Hypersil ODS® FMIIb 10mM TBAHS®/
5 µm (300 x 4 mm) 20 mM HEPES® (pH 7)/
metanol (1:4) a 35 ºC
FM3b: 60 mM acetato de
amônio (pH 5,75)/
metanol (1:4) ou
FMIIIb 60 mM acetato de
amônio (pH 5,75)/metanol
(1:9) a 30 ºC
Plasma CG: DB®-5-30W Hélio Detector seletivo Eckhoff; Nau, 1990
(0,2 mm x 20 m) de massa
Pele humana CLAE 1: C18 FM1: metanol/acetonitrila/ Ultravioleta Lehman; Malany,
(extraida por Resolve® (Watters) tampão aquoso (2,5% acetato λ = 350 nm 1989
necrópsia) 5 mm x 15 cm a 25 ºC de amônio  e 0,1 M de ácido
CLAE 2: C18 maleico) (50:25:25) Ultravioleta
Ultraspher® (Altex) FM2: :metanol/H2O/ácido λ = 350-360 nm
4,6 mm x 25 cm a 40 ºC acético (95:4,5:0,5) UV scan 210-500 nm
CG: DB-5-30W® Hélio SIM m/e 314 EI mass
(0,2 mm x 30 m) 3 min m/e 40-400
a 180 ºC até 220 ºC
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estudos de utilização dos retinóides, inclusive da
isotretinoína, como promotores da diferenciação celular
no tratamento de neoplasias (Sporn et al., 1976; Harisiadis
et al., 1978; Lotan, 1980; Lotan et al., 1980; Breitman et
al.,1981), estes fármacos apresentam grande potencial
para aplicação clínica no tratamento de leucemias
mielóide crônica, mielóide aguda e linfocítica. Prova disto
é o crescente número de solicitações de registro de novos
medicamentos junto ao FDA (Food and Drug Adminis-
tration) para retinóides (por exemplo, ácido todo-trans-
retinóico, ácido 9-cis-retinóico, bexaroteno) indicados
para o tratamento de leucemia e, mais recentemente, para
o tratamento do sarcoma de Kaposi relacionado à AIDS e
ainda, para manifestações cutâneas de linfoma de células
T. Dos produtos aprovados pelo FDA e que possuem re-
gistro na Agencia Nacional de Vigilância Sanitária
(ANVISA), apenas a isotretinoína é comercializada no
Brasil. A forma oral de tretinoína registrada pela
ANVISA, teve registro cancelado em outubro de 2001 por
solicitação do laboratório farmacêutico proprietário, es-
tando liberada sua comercialização no Brasil sob as for-
mas farmacêuticas de aplicação tópica.
Pode-se afirmar que não existe um único método
que seja totalmente eficiente para a determinação analítica
de todos os retinóides e seus isômeros. O que se tem ob-
servado é o emprego de várias metodologias analíticas
para a separação e identificação do vasto número de
retinóides naturais e sintéticos. A cromatografia líquida é
sem dúvida alguma, o método mais difundido para a aná-
lise de retinóides o que, entretanto, não descarta o uso de
técnicas de cromatografia gasosa que podem ser
justificadas pelo conhecimento da estabilidade térmica
destes compostos por técnicas analíticas de microcalori-
metria e análise térmica.
Para garantir a estabilidade da isotretinoína frente a
condições de manipulação, requisito indispensável para
seu emprego em laboratórios farmacêuticos, é necessário
o amplo conhecimento de suas propriedades físico-quími-
cas e o desenvolvimento de métodos analíticos e
operacionais de manipulação deste fármaco que possam
proporcionar sua utilização segura e eficiente.
ABSTRACT
Isotretinoin: pharmacological, pharmacokinetic and
analytical profiles
Isotretinoin, or 13-cis-retinoic acid, is one of the vitamin A
related compounds. Isotretinoin is used for the treatment of
severe cystic acne and also shows inhibitory activity over
the proliferation of neoplasic cells, due to its efficiency in
regulating cell diferentiation. Side effects are related to skin
and mucous membranes, central nervous system, muscles,
lymphatic, gastrintestinal, pulmonary and genitourinary
systems. Isotretinoin is a highly thermal and photolabile
compound. Stability studies require several analytical
methods such as HPLC, GC, thermal analysis, mass
spectrometry, microcalorimetry and X-Ray difratometry.
UNITERMS: Isotretinoin. HPLC. Stability. Therapeutic
uses. Side effects.
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